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Resumen: Las AmpC son serin-betalactamasas pertenecientes al grupo 1 de la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros, presentes de
forma natural en diversas enterobacterias y en bacilos gramnegativos no fermentadores como Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter
baumannii. Estas enzimas son capaces de resistir la inhibicion por acido clavulanico, sulbactam y tazobactam. Aunque para la deteccion
de AmpC no existen métodos estandarizados por el CLSI, se han disefiado diversas técnicas con elevada sensibilidad y especificidad. Las
betalactamasas AmpC estan asociadas a elevada mortalidad y, a nivel de laboratorio, con falsos reportes de susceptibilidad antimicrobia-
na. Por lo tanto, es de vital importancia su investigacion de rutina en los laboratorios de microbiologia. En la presente revision se describe
el contexto de las betalactamasas AmpC y algunos métodos disponibles para su deteccion fenotipica.
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AmpC type betalactamases: generalities and phenotype detection methods

Abstract: AmpCs are serine-betalactamases belonging to group I of the Bush-Jacoby-Medeiros classification that occur naturally in di-
verse enterobacteria and non-fermenting gram negative bacilli such as Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii. These
enzymes are capable of resisting clavulonic acid, sulbactam and tazobactam inhibition. Even though there are no standardized methods
for detecting AmpC by CLSI, various techniques with high sensitivity and specificity have been designed. AmpC betalactamases are
associated with high mortality and, at a laboratory level, with false antimicrobial susceptibility reports. Therefore, its routine investigation
is vitally important in microbiology laboratories. In the present review we describe the AmpC context and some methods available for
their phenotype detection.
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Introduccion

La produccion de enzimas constituye el principal meca-
nismo de resistencia a los betalactimicos en bacterias
gramnegativas [1, 2]. A partir de la deteccion en 1983 de
aislamientos clinicos de Klebsiella pneumoniae y Escheri-
chia coli resistentes a cefalosporinas de 3™ generacion que,
posteriormente, resultaron ser productores de betalactama-
sas de espectro extendido (BLEE), ha sido significativo el
avance en cuanto a la caracterizacion de estas enzimas [3].
Las AmpC constituyen otro tipo de betalactamasas que, a
diferencia de las BLEE, no poseen en la actualidad un
método estandarizado por el Instituto de Estandares de
Laboratorios Clinicos (CLSI), para su deteccion fenotipica.

Este hecho, aunado a la dificultad para dilucidar fenotipi-
camente si se esta en presencia de una AmpC cromosomi-
ca o plasmidica, y a la carencia de inhibidores de AmpC
para uso in vivo, hacen considerar a estas enzimas como un
emergente problema terapéutico [4]. En el presente articu-
lo se recopilan una serie de métodos, propuestos y proba-
dos por diversos investigadores, para la deteccion fenotipi-
ca de betalactamasas tipo AmpC en laboratorios clinicos
bacteriologicos. Se pretende ademas sensibilizar sobre la
importancia de identificar y detectar la presencia de
AmpC, principalmente las plasmidicas, por su capacidad
de transmisibilidad.
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Definicion y clasificacion

Las AmpC son serin-betalactamasas pertenecientes al
grupo 1 segun la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros
[5, 6]. Son también llamadas cefalosporinasas aunque su
espectro de accion hidrolitica no sélo incluya cefalospori-
nas, segun se vera mas adelante [3, 7]. Ciertas enterobacte-
rias poseen de manera natural betalactamasas tipo AmpC,
tal es el caso de Enterobacter spp., Providencia spp., Mor-
ganella morganii, Serratia marcescens, Citrobacter freun-
dii y Hafnia alvei [1, 8]; al igual que bacilos gramnegati-
vos no fermentadores de importancia clinica como Pseu-
domonas aeruginosa [9]. Las AmpC producidas por los
microorganismos antes mencionados, son de naturaleza
cromosOmica inducible y explican la resistencia natural a
las aminopenicilinas, cefalosporinas de 1™ generacion,
cefamicinas (cefoxitina, cefotetan) y aminopenicilinas
combinadas con inhibidores de betalactamasas (amoxicili-
na-acido clavulanico, ampicilina-sulbactam), expresada
por estos agentes bacterianos [1, 8]. E. coli, Shigella spp. y
Acinetobacter baumannii, también poseen betalactamasas
AmpC cromosOmicas pero constitutivas (no inducibles)
[1,9,10]. Por otra parte, existen AmpC de codificacion
plasmidica que pueden ser inducibles o no [11]. Una carac-
teristica de las enzimas AmpC es que no tienen efecto, por
si solas, sobre cefalosporinas de 4° generacion, ni sobre
carbapenémicos, siendo estos ultimos los betalactamicos
de eleccion en cepas productoras de AmpC [12, 13]. Por
otra parte, las AmpC no son inhibidas por los clasicos
inhibidores de betalactamasas (4cido clavulanico, sulbac-
tam, tazobactam) [14], aunque algunas pueden ser inhibi-
das por sulbactam o tazobactam [15, 16].

Sistema de expresion y represion del gen ampC

Para comprender la diferencia entre betalactamasas
AmpC inducibles y constitutivas, es necesario conocer el
mecanismo de expresion y represion del gen que codifica a
estas enzimas (gen ampC). Las bacterias que poseen el gen
ampC, tienen un complejo sistema molecular regulador de
la expresion del mismo, el cual estd intimamente relacio-
nado con el reciclaje del péptidoglicano. El proceso se
inicia cuando los productos de degradacion de la pared 1,6
anhidromuropéptidos (1,6 amp), ingresan al citoplasma
bacteriano a través de una permeasa transmembrana de-
nominada AmpG (codificada por el gen ampG). Estos
productos de degradacion 1,6 amp, actiian como molécula
sefal (promotores o inductores) del activador transcripcio-
nal AmpR (codificado por el gen ampR). Cuando el AmpR
se une a los 1,6 amp se induce la expresion del gen ampC
y de esta manera, se produce la enzima AmpC, la cual
ejercera su efecto hidrolitico sobre los betalactamicos para
los cuales tiene accion. El sistema represor consiste en el
clivaje de los 1,6 amp por la enzima AmpD, la cual es una
amidasa citoplasmatica (N- acetil-anhidromuramil-I-
alaninamidasa) codificada por el gen ampD, hasta 4cido
1,6 anhidromuramico y péptidos. Los péptidos son proce-
sados hasta tripéptidos los cuales son reusados resultando
en la formacion del precursor de la pared celular UDP-N-

acetilmuramilpentapéptido. Este, al unirse con el activador
transcripcional AmpR, lo bloquea, reprimiendo asi la
transcripcion del gen ampC. Otro gen involucrado es el
ampE, el cual, en conjunto con ampD, forma el operén
ampDE que codifica una proteina de membrana la cual se
piensa actua como molécula sensora requerida para la
induccion [7, 8, 11, 14] (Fig.1). Los betalactamicos indu-
cen la produccion de AmpC causando un incremento en la
concentracion citoplasmatica de los productos de degrada-
cion 1,6 amp [14]. Todos los betalactamicos son inducto-
res de estas enzimas en mayor o menor grado [1]. Las
cepas salvajes productoras de AmpC, lo hacen a bajos
niveles (o niveles basales), gracias al sistema represor, por
consiguiente, mutaciones asociadas a los genes ampR y
ampD, resultan en la hiperproduccion de AmpC, un térmi-
no que se ha denominado derrepresion [11]. En Enterobac-
ter cloacae se ha calculado que uno de cada 10° a 10’
aislamientos tendra la mutacion [17], las cuales se produ-
cen después de la exposicion a betalactamicos. La derre-
presion puede ser parcial o total. Los mutantes parcialmen-
te derreprimidos expresan un incremento moderado de los
niveles de AmpC; mientras que los mutantes totalmente
derreprimidos, expresan altos niveles; por lo tanto, cepas
con AmpC natural cromosdmica inducible pierden el feno-
tipo de induccioén y pasan a producirla constitutivamente
[18].
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Figura 1. Sistema de expresion y represion del gen ampC. 1: los 1,6
anhidromuropéptidos (1,6 amp) ingresan al citoplasma a través de la
permeasa AmpG. 2: una vez en el interior se unen al activador transcrip-
cional AmpR iniciandose la transcripcion del gen ampC. 3: se produce la
enzima AmpC. 4: sistema represor; la amidasa AmpD cliva a los 1,6 amp
hasta péptidos y acido 1,6 anhidromuramico (acido 1,6 am). 5: los pépti-
dos son reusados para la formacién de UDP-N-acetilmuramilpentapéptido
(UDP-Nampp), el cual se une a AmpR, bloqueandolo. En consecuencia,
se reprime la transcripcion del gen ampC.
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Las cepas derreprimidas o hiperproductoras, presentan
resistencia a todas las penicilinas, combinaciones con
inhibidores de betalactamasas, cefalosporinas de 1%, 2%y
3™ generacion, cefamicinas y monobactamicos. Unicamen-
te no se ven afectadas las cefalosporinas de 4" generacion
y carbapenémicos, a menos que los microorganismos po-
sean, de forma concomitante, otros mecanismos de resis-
tencia como: pérdida de porinas, BLEE, carbapenemasas
entre otros [8].

Clasificacion de las betalactamasas AmpC segln
localizacién y expresion del gen ampC

AmpC cromosémicas inducibles: Se producen a bajos
niveles de manera natural y aumentan su sintesis en pre-
sencia de inductores (betalactamicos). Como se menciond
anteriormente, pueden derreprimirse, perdiendo asi la
caracteristica de induccion. Son ejemplos de bacterias
productoras: Enterobacter spp., M. morganii, Providencia
spp. P. aeruginosa, entre otras. [1, 9].

AmpC cromosomicas no inducibles (constitutivas): Su
expresion es a niveles muy bajos sin mostrar resistencia.
Cuando se encuentran hiperproducidas pueden conferir
resistencia a todos los betalactamicos a excepcion de cefa-
losporinas de 4 generacion y carbapenémicos. La bacteria
representativa es E. coli. [1].

AmpC plasmidicas inducibles y AmpC plasmidicas consti-
tutivas: La evidencia molecular sugiere que los genes que
codifican a estas enzimas, derivan de los genes ampC
cromosomicos que naturalmente poseen las enterobacterias
arriba mencionadas. Estos genes han sido integrados en
elementos genéticos transferibles facilitando la disemina-
cion a diferentes microorganismos [19]. Los genes ampC
mediados por plasmidos han sido encontrados en bacterias
como Salmonella spp., K. pneumoniae y Proteus mirabilis
que naturalmente no poseen estos genes [11, 13]. Hasta el
presente se han descrito mas de 20 familias de AmpC
plasmidicas entre las cuales se destacan: ACC, FOX,
MOX (incluyen tipo CMY), DHA, CIT y EBC [20]. De
estas, 5 son de expresion inducible: DHA-1, DHA-2,
ACT-1, CMY-13 y CFE-1 [11]. Al igual que las betalac-
tamasas AmpC cromosoémicas hiperproducidas, las enzi-
mas AmpC plasmidicas confieren resistencia a un amplio
espectro de betalactamicos incluyendo penicilinas, oxymi-
nocefalosporinas, cefamicinas y, de manera variable, al
aztreonam. La AmpC plasmidica tipo ACC-1 representa
una excepcion debido a que no confiere resistencia a ce-
famicinas [21, 22]. Se ha determinado que el nivel de ex-
presion de ciertas AmpC plasmidicas inducibles es mucho
mayor en comparacion con las AmpC cromosomicas indu-
cibles; como ejemplo, la AmpC plasmidica inducible
ACT-1 tiene un nivel de expresion de 33 a 95 veces mayor
que el de la AmpC cromosdémica inducible de E. cloacae.
Esto es debido, en parte, al mayor nimero de copias de
genes codificantes de ACT-1 [23]. Es de hacer notar que
las AmpC plasmidicas han sido detectadas tanto en aisla-
dos intrahospitalarios como en comunitarios [21]. Pai y

col. demostraron una alta tasa de fracaso terapéutico en
pacientes con septicemia por cepas de K. pneumoniae
productoras de AmpC plasmidica tipos DHA-1 o CMY-1,
quienes recibieron terapia antimicrobiana inicial con cefa-
losporinas de 3™ generacion (cefotaxime o ceftazidime).
De 8 pacientes infectados, 6 fallecieron lo cual destaca la
importancia de la deteccion de bacterias productoras de
AmpC para asegurar una efectiva intervencion terapéutica
[12].

Métodos de deteccion fenotipica de betalactamasas
AmpC

Como ya se menciond no existen métodos fenotipicos
estandarizados por el CLSI, para la deteccion de enzimas
AmpC, no obstante, se han disefiado diversos procedi-
mientos con elevada sensibilidad y especificidad.

Método de aproximacion de discos: Propuesto por Sanders
y Sanders [24], es aplicable a betalactamasas AmpC indu-
cibles. La técnica consiste en realizar un antibiograma
convencional [25], para luego colocar un disco de cefoxi-
tina o cualquier otro antimicrobiano inductor (Tabla 1) a
una distancia de 27mm centro-centro de un disco de cefa-
mandol, ceftazidima, ceftriazona o cefotaxima (antimicro-
biano sustrato, revelador o testigo). El microorganismo
producira una betalactamasa inducible si se observa un
halo de inhibicion truncado del antimicrobiano sustrato,
testigo o revelador [3, 26] (Fig. 2).

Tabla 1. Antimicrobianos inductores de la sintesis de betalactamasas
cromosomicas inducibles

Antimicrobianos con accion
inductora débil

Antimicrobianos con accion
inductora elevada

Benzil y aminopenicilinas Ureidopenicilinas

Acido clavulanico . .
Cefalosporinas de 3™ generacion

Cefalosporinas de 1™ generacion

Cefoxitin Cefalosporinas de 4™ generacion

Imipenem Aztreonam

Tomado de Jacoby G [21].

Algunos autores han evaluado diversas combinaciones
inductor-sustrato como: cefoxitina-piperacilina, imipenem-
ceftazidima, imipenem-piperacilina/tazobactam e imipe-
nem-cefoxitina; hallando que la combinacion imipenem-
piperacilina/tazobactam presenta la mayor sensibilidad y
especificidad [27]. Ante una prueba positiva se debe aler-
tar al clinico de la presencia de una betalactamasa induci-
ble, que puede ocasionar un fracaso durante el tratamiento
con betalactamicos para los cuales la AmpC es activa,
como consecuencia de la seleccion de mutantes derrepri-
midos [1].

Deteccion de AmpC usando inhibidores especificos: El
método de aproximacion de discos no es de ninguna utili-
dad en cepas derreprimidas, hiperproductoras o con beta-
lactamasas AmpC plasmidicas constitutivas. En estos
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Figura 2. Método de aproximacion de discos para la deteccion fenotipica
de betalactamasas AmpC inducibles.

Foto cortesia del laboratorio de bacteriologia clinica del Servicio Auto-
nomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumana,
estado Sucre.

TZP: piperacilina-tazobactam (100/10pg), IPM: imipenem (10pg), CAZ:
cezftazidima (30pug).

casos, deben adicionarse técnicas que incluyan la utiliza-
cion de inhibidores de AmpC. La cloxacilina, constituye
un inhibidor de AmpC cuya técnica consiste en inocular la
cepa en estudio en placas con agar Mueller-Hinton seglin
métodos convencionales, para luego colocar un disco de
cloxacilina (500ng) y a ambos lados, discos de ceftazidima
(30png) y cefotaxima (30ug) a una distancia de 25mm
centro-centro. Un aumento del halo de inhibicion de las
cefalosporinas adyacente a la cloxacilina, se interpreta
como prueba positiva para la produccion de AmpC [4].
Otros antimicrobianos como la oxacilina y el aztreonam,
presentan de igual manera accion inhibitoria [21]. La de-
teccion de AmpC también puede llevarse a cabo utilizando
acido fenil borénico. Beesley y col., determinaron que el
acido fenil bordénico (AFB), es un inhibidor competitivo
reversible de las betalactamasas AmpC [6]. Uno de los
métodos con AFB, consiste en utilizar discos de cefotetan
(30pg) solos y suplementados con 20ul de una solucioén de
AFB (400pg). Tras la realizacion de un antibiograma con-
vencional, con los dos discos, se considera que existe una
betalactamasa de tipo AmpC, si el halo de inhibicion del
disco con presencia de AFB es mayor o igual a 5 mm, en
comparaciéon con el halo del disco que no contiene este
inhibidor. Esta técnica es conocida como potenciacion de
doble disco [28]. La preparacion de la solucion de acido
fenilbordnico requiere dimetil sulféxido (DMSO) como
solvente, no obstante, debido a su toxicidad y poca accesi-
bilidad en los laboratorios clinicos, se ha disefiado, recien-
temente, una técnica en donde se sustituye el DMSO por
agua destilada, obteniendo los mismos resultados [29]
(Tabla 2). La técnica de sinergia de doble disco también es
otra sencilla opcion para deteccion de AmpC usando AFB.
Se basa en inocular una placa de agar Mueller-Hinton con
la cepa a evaluar y colocar un disco de AFB (300ug).
Seguidamente disponer a ambos lados de este, discos de
cefotaxima (30pg) y ceftazidima (30pg) a una distancia

centro-centro de 18mm. Después de la incubacion, el ob-
servar una distorsion (expansion) del halo de inhibicion de
una o ambas cefalosporinas en las proximidades al disco
de AFB, es indicativo de una prueba positiva (cepa pro-
ductora de AmpC) [30].

Tabla 2. Preparacion de soluciones de acido fenilborénico para dispensar
en discos a utilizar en la técnica de potenciacion de doble disco.

Técnica 1 (Referencias 28 y 30)

- Pesar 120mg de acido fenilborodnico .

- Disolver en 3ml de dimetilsulféxido (100mg/ml).

- Afiadir 3ml de agua destilada estéril.

- Dispensar 20pl de la solucién preparada, en los discos co-
rrespondientes.

Técnica 2 (Referencia 29)

- Pesar 120mg de hemisulfato de acido fenilborénico.

- Disolver en 6ml de agua destilada.

- Dispensar 30pul de la solucidn, en los discos correspondien-
tes.

Técnica con AFB en casos de coexistencia BLEE — AmpC:
En aquellas cepas con produccion conjunta de BLEE y
AmpC, el AFB tiene una de las utilidades mas notorias. La
técnica confirmatoria de BLEE recomendada por el CLSI
incluye la utilizacion de acido clavulanico [31] y, tal como
se menciono al inicio del articulo, las AmpC resisten la
inhibicién por el clavulanato, por consiguiente, la presen-
cia de BLEE puede ser enmascarada por la produccion de
AmpC [32]. La consecuencia de estos casos es el reporte
de falsos negativos para BLEE. Song y col., modificaron la
prueba confirmatoria de BLEE estandarizada por el CLSI.
Esta técnica modificada consiste en afiadir 20pul de una
solucion comercial de AFB (20g/1), a discos de cefotaxime
(CTX) de 30ug (o ceftazidime de 30pug) y CTX con acido
clavulanico (10ug) (o ceftazidime-acido clavulanico).
Luego de inocular una placa con agar Mueller-Hinton
segin el método convencional, se coloca el disco de
CTX+AFB y el de CTX-acido clavulanico+AFB. Un in-
cremento de 3mm o mas en el didmetro del halo del disco
de CTX+acido clavulanico+AFB, en comparacion con el
disco de CTX+AFB, se considera una prueba positiva para
BLEE [32]. El AFB inhibe la AmpC permitiendo determi-
nar la presencia de BLEE. Derbyshire y col. desarrollaron
una técnica similar con la finalidad de detectar coexisten-
cia BLEE — AmpC, a través de la utilizacion de discos de
cefepime y cefepime-acido clavulanico [33].

Técnica de deteccion con discos AmpC, segln Black y col.:
Este método estd basado en el uso de Tris-EDTA para
permeabilizar la célula bacteriana y liberar las betalacta-
masas al medio externo. Los discos AmpC se preparan
aplicando 20pul de una mezcla 1:1 de Tris-EDTA 100X y
solucion salina fisiologica estéril (SSFE), a discos de papel
de filtro previamente esterilizados. Una vez preparados se
dejan secar y se guardan en refrigeracion hasta su uso.
Seguidamente, se inocula una placa con agar Mueller-
Hinton segiin el método de difusién con discos, con la
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cepa ATCC 25922 de E. coli. Los discos preparados en el
paso anterior, se rehidratan con 20ul de SSFE y se le apli-
can colonias de la cepa a estudiar. Posteriormente, se colo-
ca un disco de cefoxitina (30ug) y, los discos AmpC ya
inoculados, se ubican muy cercanos pero sin tocar el borde
del disco de cefoxitina. La aparicion de una distorsion de
la zona de inhibicidn, indica inactivacion de la cefoxitina
por parte de la AmpC (AmpC +), y la ausencia de distor-
sion representa un resultado negativo (AmpC -). Esta téc-
nica mostré un 100% de sensibilidad y 98% de especifici-
dad [34]. Una prueba muy semejante, pero sin la adicion
de EDTA, es el método tridimensional descrito por Cou-
dron [28].

Método fenotipico simple para la diferenciacién entre
AmpC cromosoémicas y plasmidicas: Los diversos métodos
fenotipicos mencionados no permiten diferenciar entre
AmpC cromosomicas o plasmidicas (adquiridas). Mirelis y
col., durante un estudio de rutina, observaron que aislados
de E. coli, K. pneumoniae y P. mirabilis con un patrén de
resistencia compatible con la produccion de AmpC, mos-
traban un fenotipo diferencial en las placas de antibiogra-
ma. Este patron consistid en la presencia de colonias dis-
persas localizadas dentro de los halos de inhibicion de los
discos de cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima y aztreonam,
cerca del borde de los mismos. Posteriormente, estudiaron
por técnicas moleculares tres de los aislados, seleccionados
al azar, encontrando que poseian la betalactamasa AmpC
plasmidica CMY-2. En estudios subsiguientes, el patron
fenotipico de presencia de colonias dispersas dentro del
halo arrojo 100% de sensibilidad y especificidad para la
deteccion de AmpC plasmidicas [4]. El método resulta de
particular utilidad en aquellas bacterias en las cuales es
practicamente imposible distinguir fenotipicamente entre
una hiperproduccion de AmpC cromosémica natural y una
AmpC plasmidica debido a que ambas presentan el mismo
patréon de resistencia. Sin embargo, esta diferencia es criti-
ca para la vigilancia epidemiolégica y el control de infec-
ciones debido a que los genes mediados por plasmidos,
pueden ser transferidos a otras especies bacterianas en el
medio hospitalario y comunitario [13, 20].

Conclusiones

Es indiscutible la relevancia clinica de las betalactama-
sas AmpC, mas atn, cuando se han encontrado mecanis-
mos de resistencia asociados. Ejemplo: AmpC y pérdida
de porinas, que amplian al rango de accion hidrolitica
hasta los carbapenémicos; o las no menos preocupantes
AmpC de espectro extendido que confieren resistencia a
cefalosporinas de 4™ generacion. Muchos laboratorios no
determinan la presencia de AmpC debido, entre otras cau-
sas, a que se requieren reactivos no disponibles de manera
rutinaria en el laboratorio clinico; no obstante, los métodos
aca recopilados son accesibles y sencillos. Es importante
recalcar que las enzimas AmpC (principalmente las plas-
midicas), se asocian a fracasos terapéuticos, por lo que es
importante su investigacion empleando métodos para de-
teccion fenotipica y haciendo lectura interpretada del anti-

biograma. La resistencia a cefoxitin (a pesar de no ser
100% especifica) en bacterias como K. pneumoniae, P.
mirabilis o Salmonella spp., que no poseen naturalmente el
gen AmpC, constituye un indicio de la presencia de beta-
lactamasas AmpC plasmidicas con importancia epidemio-
logica por su potencial de diseminacion. La deteccion
también es importante para el monitoreo de bacterias con
AmpC natural que durante el tratamiento con cefalospori-
nas se tornan resistentes, o en casos de cepas productoras
de BLEE conjuntamente con AmpC. En cualquier caso, es
esencial que los laboratorios clinicos microbioldgicos
incluyan como ensayo de rutina la deteccion fenotipica de
betalactamasas tipo AmpC.
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